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(57) Abstract: The invention relates to a method for production of neurons from cells of a cell line which may be differentiated to 
produce neurons in particular, whereby said cells are cultivated in spheres, preferably by exposing the same to growth factors, such 
as, for example, EGF (epidermal growth factor) and/or bFGF (basic fibroblast growth factor) or LIF (Leukemia Inhibitory Factor), 
in a given growth medium, the differentiation in said spheres is induced on forcing the same to adhere to a substrate, after removal 
of the growth factors EGF and/or bFGF or LIF, and cultivating the same in the growth medium for an appropriate duration. Said 
method is characterised in that cells of the human embryonic teratocarcinoma NT2 are used. 

(57) Abrege : Llnvention a trait a un procSde* de production de neurones a partir de cellules d'une lignee cellulaire apte a se diffe- 
rencier pour produire notamment des neurones, dans lequel : - on cultive lesdites cellules en spheres, de preference en les exposant a 
des facteurs de croissance, Lels que, par exemple, EGF (epidermal growth factor) et/ou bFGF (basic fibroblast growth factor) ou du 
LIF (Leukemia Inhibitory Factor), dans un milieu de croissance defmi, - on induit la diffcrenciation desditcs spheres en les faisant 
adherer sur un substrat, apres Elimination des facteurs de croissance EGF et/ou bFGF ou LIF, et en les cultivant dans le milieu de 
croissance pendant un laps de temps approprie. Cc proccde est caractErisc en cc que Ton utilise les cellules de la lignde de tdrato- 
carcinome embryonnaire humain NT2. 
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Procede de production de neurones a partir de cellules d'un e 
lignee cellulaire 

La presente invention concerne . un procede de production de 
neurones a partir de cellules d'une lignee cellulaire humaine 
5 apte a se differencier pour produire notamment des neurones, 
dans lequel : 

on cultive lesdites cellules en spheres, en les exposant a 
des facteurs de croissance, tels que, par exemple, EGF 
(epidermal growth factor) et/ou bFGF (basic fibroblast 
10 growth factor) ou LIF (Leukemia Inhibitory Factor) , dans 

un milieu de croissance defini, 
- on induit la differenciation desdites spheres en les 
faisant adherer sur un substrat, apres elimination des 
facteurs de croissance EGF et/ou bFGF ou LIF, et eh les 
15 cultiyant dans le milieu de croissance pendant un laps de 

temps approprie. 
L 1 invention concerne egalement 1 'utilisation, pour 
differentes applications, des neurones issus de la mise en oeuvre 
de ce procede. 

2,0 De nombreux laboratoires de recherche travaillent a 1'heure 

actuelle a la mise au point de techniques visant a permettre a 
la fois la comprehension et la maitrise des fonctions du systeme 
nerveux central et peripherique , sur tout a des fins 
therapeutiques , mais aussi plus simplement dans le but d'obtenir 

25 des modeles utiles pour 1' evolution de la recherche. 

Ainsi, le developpement des procedes de production de 
neurones s'inscrit notamment dans les pro jets de mise au point 
de therapies cellulaires qui, avec la greffe de cellules souches 
pluripotentes et/ou progeni trices , representent une alternative 

30 prometteuse permettant d' envisager le remplacement d' eventuelles 
cellules detruites de la moelle epiniere et du cerveau et 
recreer un environriement propice a la regeneration nerveuse. 

Maitriser la production de neurones represente par 
consequent un espoir de guerison pour . de nombreux malades 

35 souffrant de lesions de la moelle epiniere, ou de maladies 
neurodegeneratives, dont les consequences les plus manifestes se 
caracterisent par des dysf onctionnements de la transmission des 
signaux nerveux envoyes par le cerveau aux structures 
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peripheriques, pouvant aboutir, dans les cas extremes, a des 
paralysies accompagnees de deficits sensorials . 

Par ailleurs, le fait de pouvoir disposer de neurones 
humains produits en laboratoire en grande quantite peut 
egalement favoriser notablement la conduite d' etudes menees in 
vitro sur des molecules d'interet therapeutique , et permet 
d'envisager un modele avantageux dans le cadre de la recherche 
des genes importants pour le developpement du systeme nerveux 
central et peripherique . 

Une des techniques employees actuellement pour produire des 
neurones repose sur la propriete de pluripotence des cellules 
souches neurales, lesquelles , tel que decrit par Gage et al. 
(Current Opinion in Neurobiology 1998,. 8 : 671-676), sont amenees 
apres une phase de culture en presence de facteurs de croissance 
conduisant a des agregats spheriques, a se differencier en 
neurones et glie apres adhesion sur un support et elimination 
des facteurs de croissance. 

Bien que les cellules souches neurales soient considerees 
comme avantageuses du fait de leur absence de risques 
cancerigenes , et qu'elles font aujourd'hui l'objet de nombreux 
travaux de recherche, cette technique n' off re cependant encore 
que des perspectives restreintes, car la differenciation de ces 
cellules apres transplantation ne conduit presque exclusivement 
qu'a la production de cellules gliales, c'est a dire 
25 d' astrocytes et d' oligodendrocytes, au detriment de la 
production de neurones qui ne representent que 1 a 5% de 
1' ensemble des cellules obtenues. 

Un rendement aussi faible ne permet evidemment pas 
d'envisager une reimplantation de neurones dans une eventuelle 
30 lesion. 

En outre, l'on sait que les astrocytes sont susceptibles , 
apres une greffe, de limiter la croissance des neurones et de 
secreter des molecules modifiant de facon pejorative 
l'environnement des cellules greffees. 

D'autres procedes connus consistent encore a obtenir des 
neurones apres differenciation des celluies de la lignee de 
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teratocarcinome embryonnaire humain (NT2) en les traitant a 
1'acide retinoique. 

L'une d'entre elles, decrite notamment par Andrews et al. 
(Developmental Biology 1984, 103 : 285-293) , consistant a 
5 cultiver la lignee cellulaire NT2 en monocouche, conduit ainsi a 
la production de 5% de neurones matures post-mitotiques, dont 
une succession de reensemencements dans des conditions 
specif iques permet au final la purification a 99% de neurones 
NT2-N. 

10 Cette technique de production de neurones est cependant 

longue, fastidieuse et presente 1 ' inconvenient d'une perte 
importante de materiel au cours des differents reensemencements. 

En outre , le traitement a l'acide retinoique suppose 
1' utilisation de serum bovin, comportant pour certaines 

15 applications un risque potentiel d' encephalite spongiforme 
bovine, ou d' hepatite. 

Une autre method© connue, decrite par Cheung et Al 
(BioTechniques 1999, 26 : 946-954), basee sur la formation 
prealable d'agregats cellulaires a partir des cellules NT2, bien 
20 que presentant l'avantage de reduire le temps requis par la 
technique de culture en monocouche s pour induire la 
differenciation neuronale, suppose egalement l'emploi de serum 
bovin, et par consequent, 1 f eventualite des risques precedemment 
decrits . 

25 C'est en recherchant des solutions aptes a pallier ces 

divers inconvenients que les inventeurs du present procede ont 
constate que les cellules de la lignee de teratocarcinome 
embryonnaire humain, traitees sur la base de la methode utilisee 
pour la differenciation des cellules souches neurales, mais dans 

30 des conditions tres specifiques et scrupuleusement mises au 
point, etaient aptes, de maniere tout a fait inattendue et 
etonnante, a produire un pourcentage particulierement important 
de neurones, sans perte de materiel, et en toute securite, car 
la solution en vis age e ne suppose plus l'emploi de serum bovin. 

35 En consequence, la presente invention constitue maintenant 

une solution concrete pour les differentes applications exposees 
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precedemment, et permet done d'envisager serieusement leur 
developpemen t . 

En fait, 1' invention vise en general un procede de 
production de neurones a partir de cellules d'une lignee 
5 cellulaire apte a se differencier pour produire notamment des 
neurones, dans lequel : 

- on cultive lesdites cellules en spheres, de preference en 
les expos ant a des facteurs de croissance, tels que, par 
exemple, EGF (epidermal growth factor) et/ou bFGF (basic 

10 fibroblast growth factor) ou LIF (Leukemia Inhibitory 

Factor) , dans un milieu de croissance def ini , 

- on induit la dif ferenciation desdites spheres en les 
faisant adherer sur un substrat, apres elimination des 
facteurs de croissance EGF et/ou bFGF ou LIFs, et en les 

15 cultivant dans le milieu de croissance pendant un laps de 

temps approprie, 
caracterise en ce que 1'on utilise les cellules de la lignee 
de teratocarcinome embryonnaire humain NT2 . 

Selon un mode de mise en ceuvre pref erentiel , le present 
20 procede comprend essentiellement trois phases : une premiere 
etape d' induction, une etape d' expansion, a la fois en volume et 
en nombre, des spheres issues de 1' induction, et enfin une etape 
de dif ferenciation en neurones. 

Pour 1' etape d' induction des cellules de la lignee de 
25 teratocarcinome embryonnaire humain (NT2) en spheres: 

- on dissocie des cellules de la lignee de teratocarcinome 
embryonnaire humain (NT2) cultivees en monocouches avec 
une solution de trypsine/EDTA, 

- on ensemence les cellules NT2, une fois dissociees, de 
30 preference a 100 000 cellules/ml dans des flacons, par 

exemple de type FALCON (marque deposee) de 75 ml a bouchon 
filtrant contenant le milieu de croissance auquel est 
rajoute extemporanement le facteur de croissance EGF et/ou 
le facteur de croissance bFGF, 
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- on les laisse proliferer pendant une periode d'au moins 
sept jours. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede 
considere, on utilise un milieu de croissance defini depourvu de 
5 serum bovin. 

Pour realiser l'etape d' expansion , on renouvelle 
regulierement une fraction du milieu de croissance au cours de 
la periode de culture des cellules NT2 en spheres. 

Ceci est de preference realise par le fait que l'on 
10 renouvelle tous les trois a quatre jours 70% du milieu de 
croissance . 

Une autre caracteristique dudit procede est par ailleurs 
definie par le fait qu'au cours de la periode de culture des 
cellules NT2 en spheres, l'on soumet regulierement les 
IS neurospheres en suspension dans le milieu de croissance a une 
centrif ugation , et on les repique par dissociation mecanique, 
effectuee, par exemple, a l'aide d'une pipette Pasteur effilee. 

II a pu etre constate que de maniere tout a fait 
avantageuse, les presentes conditions permettaient d'ensemencer 
20 les spheres NT2 plus de 6 fois sur une periode de 60 jours, sans 
perte de materiel. 

Pour induire la dif ferenciation des spheres NT2, le present 
procede prevoit d'utiliser de la poly-D-lysine (PDL) , de 
preference de faible poids moleculaire (par exemple 30kDa a 70 
25 kDa) en tant que substrat apte a faire adherer et differencier 
les spheres de cellules NT2 . 

D f autre part, selon un mode de mise en ceuvre envisageable 
pour entreprendre la dif ferenciation des spheres de cellules 
NT2, l'on ensemence ces dernieres sur le substrat adhesif sans 
30 les dissocier au prealable. 

Dans ce cas de figure, le procede prevoit d' ensemence r les 
spheres de cellules NT 2 non dissociees a 50 000 - 100 000 
cellules /cm 2 en estimant leur nombre par comptage d'une 
aliquote . 

35 Selon un autre mode de mise en ceuvre, pour entreprendre la 

dif ferenciation des spheres de cellules NT2 , l'on dissocie au 
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prealable les spheres de cellules NT2 a l'etat de cellules 
uniques avant de les ensemencer sur le substrat adhesif. 

De preference, le procede prevoit alors d'operer la 
dissociation des spheres de cellules NT2 en les incubant pendant 
5 quelques minutes dans une solution de trypsine/EDTA puis en les 
exposant a une solution con tenant 2xnM de CaCl 2/ 0,01% de DNase 1 
et 0,5% d'inhibiteur de trypsine. 

Une caracteristique supplemental re consiste encore a 
ensemencer les spheres de cellules NT2 une fois dissociees a 250 
10 000 cellules/cm 2 sur le substrat adhesif, en estimant leur 
nombre par comptage d'une aliquote. 

Par ailleurs, le present procede se caracterise egalement 
en ce que lors de la phase de differenciation des spheres NT2 , 
l'on cultive ces dernieres pendant au moins dix jours. 
15 Selon une autre caracteristique avantageuse, le present 

procede prevoit egalement, prealablement a la phase de 
differenciation, de congeler les spheres de cellules NT2 
en tie res (sans aucune dissociation prealable) dans un milieu de 
congelation, defini par le milieu de croissance NS dans lequel 
20 elles ont pousse (milieu conditionne) enrichi par la presence de 
10% de Dimethyl Sulfoxyde (DMSO) , puis de les decongeler dans un 
milieu de decongelation defini par un melange comprenant de 
preference 50% en volume du milieu conditionne et 50% en volume 
du milieu de croissance NS neuf, en presence des facteurs de 
25 croissance bFGF et/ou E6F ou LIF. 

D'autres buts et avantages de la presente invention 
apparaitront au cours de la description qui va suivre se 
rapportant a un exemple de realisation donne a titre d'exemple 
indicatif et non limitatif . 
30 La comprehension de cette description sera facilitee au vu 

des dessins joints en annexe dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 correspondent a des photographies en 
contraste de phase illustrant 1' evolution des cellules NT2 
au fil du deroulement du present procede, 
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- la figure 3 represente des resultats d' etudes relatives a 
la reponse des cellules NT2 aux facteurs de croissance FGF 
bFGF, et LIF, 

- la figure 4 represente une photographie en contraste de 
5 phase de spheres HT2 dif f erenciees , 

- les figures 5 et 6 representent des resultats d' analyses 
d' immunofluorescence effectuees sur les spheres NT2 
dif f erenciees , 

- la figure 7 represente un western-blot montrant, sur les 
10 spheres NT2 dif f erenciees , 1' expression d'un marqueur 

specif ique des neurones, la p3 tubuline. 

L' invention concerne le domaine de la neurologie et propose 
un nouveau procede d'obtention de neurones, dans lequel des 
cellules de la lignee de teratocarcinome embryonnaire humain NT2 
15 sont cultivees en agregats spheriques puis amenees a se 
differencier en neurones apres adhesion sur un substrat. 

Dans une etape preliminaire du present procede, les 
cellules de la lignee cellulaire NT2 sont d'abord cultivees de 
maniere classique, en monocouches f dans des flacons a bouchons 
20 filtrants contenant un milieu de croissance Opti-MEM (marque 
deposee par la societe Life Technologies) complete par 5% de 
serum de veau foetal, et 5ug/ml de Gentamicine (marque deposee 
par la societe Gibco BRL) a 37 °C. 

Afin d'.entretenir la lignee, les cellules cultivees en 
25 monocouches sont dissociees deux fois par semaine a l f etat de 
cellules uniques avec une solution de trypsine/EDTA a 0,25% et 
repiquees au tiers. 

Pour la mise en ceuvre du present procede, les cellules NT2 
cultivees en monocouches sont recuperees et dissociees avec la 
30 solution de trypsine/EDTA a 0,25%. 

Cette etape perroet d'obtenir le premier passage en spheres 
des cellules NT2 qui sont ensuite ensemencees, de preference a 
100 000 cellules/ml dans des flacons de type FALCON (marque 
deposee par la societe Falcon) de 75 ml a bouchons filtrants 
35 contenant 15 ml de milieu de croissance (NS) depourvu de serum 
bovin, defini par la composition suivante : DMEM/F12 (50%/50%) , 
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2mM de glutamine, du complement N2, 0,6% de glucose, 20ug/ml 
d'insuline, et auquel sont rajoutes extemporanement les facteurs 
de croissance EGF a 20ng/ml, bFGF a lOng/ml, 2ug/ml d'heparine 
ou le facteur de croissance LIF a 10 ng/ml ou 20 ng/ml. 
5 Dans ces cultures, visibles sur la figure 1, les cellules 

dissociees en cellules uniques adherent faiblement au support 
plastique des flacons de culture. 

Au bout de 2 jours, les cellules forment de petits agregats 
spheriques qui se detachent du plastique et flottent en 
10 suspension dans le milieu de croissance NS, tels que visibles 
sur la figure 2. 

Ces spheres continuent a augmenter en taille et en nombre 
pendant 7 a 10 jours, et, pour l'entretien de la lignee, cellos 
d'entre elles presentes en suspension dans le milieu de 
IS croissance NS sont centrifugees une fois par semaine et 
repiquees par dissociation mecanique effectuee au moyen d'une 
pipette pasteur effilee, a raison de 10 a 12 aller-retours . 

Dans ces conditions, les cellules ont ete re-ensemencees 
plus de 6 fois sur une periode de €0 jours, en rajoutant des 
20 facteurs de croissance, ou en renouvelant le milieu de 
croissance NS, preferentiellement a hauteur de 70%, tous les 
trois a quatre jours. 

La maniere dont les cellules NT2 repondent aux facteurs de 
croissance EGF et bFGF a ete etudiee en comptant les cellules 
25 spheriques viables obtenues apres trois jours de culture en 
presence soit de l'un ou 1' autre, soit de l'un et 1' autre 
d'entre eux, puis dissociees. 

Les resultats representes sur la figure 3, montrent le 
nombre de cellules viables apres trois jours, tandis que la 
30 ligne horizontale indique la densite d f ensemencement . 

Bien qu'il ait pu etre observe, de maniere inattendue, que 
les cellules NT2 etaient capables de former des spheres en 
1' absence de facteurs de croissance, elles proliferent neanmoins 
de facon differente sous l'effet de ces derniers, et en fonction 
35 du type de facteurs de croissance ajoute au milieu de croissance 
NS. 
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Ainsi, l'on constate qu'en presence uniquement du facteur 
de croissance EGF, le taux de proliferation des cellules NT2 est 
multiplie par 1,5 par rapport aux contrdles correspondant a des 
cultures sans facteur de croissance. 
5 Ce taux est multiplie par 2,2 en presence du facteur de 

croissance bFGF seul, tandis que la presence conjointe des deux 
facteurs ne montre pas d'effet additionnel. 

Selon le present precede, pour realise r la dif ferenciation 
des spheres NT2 , les milieux des flacons de culture contenant 
10 les spheres NT2 sont centrifuges apres 7 a 10 jours de 
proliferation, puis les culots sont laves deux fois par du 
Tampon phosphate (phosphate -buffered saline, PBS) afin 
d'eliminer toute trace de facteurs de croissance E6F at bFGF ou 
LIF. 

15 Les cellules non dissociees sont ensuite reparties a 50 000 

- 100 000 cellules /cm 2 soit sur des plaques de 24 puits 
contenant des lame lies en verre recouvertes avec de la poly-D- 
lysine (PDL) a 40ug/ml, soit sur des boites de culture de 15mm 
de diametre recouvertes de PDL a 40ug/ml. 

20 Kile sont cultivees dans ces conditions pendant 10 jours 

sans changement de milieu. 

Selon une autre alternative destinee a permettre une 
evaluation precise du pourcentage de cellules dif f erenciees , les 
spheres NT2 sont soumises a une dissociation a l'etat de 

25 cellules uniques, par une solution de trypsine/EDTA (0,25%) en 
presence de 2mM de CaCl 2 , 0,01% de DNase 1 et 0,5% d'inhibiteur 
de trypsins, avant d'etre ensemencees sur des plaques de 24 
puits contenant des lamelles en verre recouvertes par de la PDL. 
En traitant les spheres NT2 de cette maniere, l'on observe 

30 qu'elles se dif ferencient spontanement apres le retrait des 
facteurs de croissance, et adhesion sur la PDL. 

Cette derniere s'effectue en moins de 24 heures et 
s'accompagne de 1' apparition de deux types cellulaires qui 
quittent les spheres. 

35 Au bout de 10 jours de dif ferenciation, les differentes 

morphologies visibles sur la figure 4 apparaissent, d'une part 
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des cellules plates et tres etendues, et d' autre part des 
cellules neuronales plus petites , bipolalres et plus ramassees . 

Des etudes ont egalement ete menees pour verifier les 
caracteristiques de pluripotexice des spheres NT2 , et la presence 
5 de cellules neuronales apres di£f erenciation . 

Ainsi, 1' expression des marqueurs specif iques des neurones 
(A3 tubuline, Map2ab) , des oligodendrocytes (04) et des 
astrocytes (GFAP) a ete etudiee par immunofluorescence, 
effectuee sur les spheres NT2 dif ferenciees . 
10 Les resultats obtenus suite a cette analyse menee de 

maniere classique, montrent qu'a 10 jours de dif f erenciation , 30 
a 50% des cellules sont B3 tubuline (figure 5) , ou Map2ab 
positives (figure 6), et qu'a ce stade, aucune cellule n'exprima 
04 et GFAP. 

15 1/ expression de certains neurotransmetteurs a egalement ete 

etudiee par immunofluorescence, et a montre que le GABA est le 
neurotransmetteur majoritaire, suivi de la dopamine et de la 
sero tonine . 

Tous ces resultats montrent par consequent que le precede 
20 selon 1' invention conduit a la production exclusive de neurones, 
contrairement a la technique basee sur 1' utilisation de cellules 
souches neurales, et qu'en plus cette production donne lieu & 
une grande quantite de neurones, contrairement a la methode qui 
consiste a traiter les cellules NT2 a l'acide retinoique. 
25 Par ailleurs, les spheres NT2 presentant l'avantage de 

pouvoir etre dissociees pendant plus de deux mois, il a 
egalement ete verifie qu'au cours des passages successifs, elles 
conservaient la meme capacity a se dif ferencier en neurones. 

Pour cela, les proteines totales des spheres NT2 
30 dif ferenciees ont ete extraites a chaque passage, et 
1' expression de la 63 tubuline a ete etudiee a ces stades par 
western -blot . 

Les resultats, visibles sur la figure 7, montrent que 
1' expression de ce marqueur neuronal est tou jours tres forte, du 
35 premier au cinquieme passage, ce qui correspond a une periode 
qui s'etend sur plus de deux mois, et par consequent que les 
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spheres NT2 ne presentent aucune perte de leur potentiality de 
dif ferenciation neuronale au fil des dissociations. 

De surcroit, les spheres de cellules NT2 peuvent etre 
congelees entieres (sans aucune dissociation pre al able) dans le 
5 milieu de croissance NS dans lequel elles ont pousse (milieu de 
congelation conditionne) en presence de 10% de Dimethyl 
Sulfpxyde (DMSO) . 

Ceci permet avantageusement de realiser un stock de spheres 
NT2 de faible passage. 
10 Enfin, les spheres de cellules NT2 congelees entieres sont 

decongelees dans du milieu conditionne et du milieu de 
croissance NS neuf (50%/50%) en presence des facteurs de 
croissance bF6F et/ou EGF ou LIF . 

Dans ce cas, les spheres se desagregent un peu pendant 3 a 
15 4 jours puis se mettent a proliferer normalement, et peuvent a 
nouveau etre dissociees a l'etat de cellules uniques entre 7 et 
10 jours apres le jour de la decongelation . 

Ainsi qu'il ressort clairement de ce qui precede, le 
procede selon l r invention presente de nombreux avantages par 
20 rapport aux methodes utilisees classiquement pour produire des 
neurones . 

Les cellules NT2 cultivees en spheres permettent de 
produire un taux important de neurones, et constituent un modele 
particulierement avantageux pour etudier le developpement 

25 precoce du systeme nerveux central humain et la neurogenese r 
directement a partir de tissu humain, contrairement aux 
pratiques habituelles fondees principalement sur 1 'utilisation 
de neurones de rat ou de souris, du fait notamment du manque de 
disponibilite de neurones primaires humains. 

30 Ainsi, les neurones obtenus peuvent §tre avantageusement 

utilises pour selectionner de nouveaux agents, notamment des 
molecules et/ou des facteurs proteiques supposes intervener dans 
la dif ferenciation des cellules souches neurales, et agissant de 
sorte a privilegier la proliferation des neurones, au detriment 

35 des autres types de cellules neuronales. Le fait de disposer de 
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tels agents est essentiel, notamment dans une optique de 
transplantation . 

Ces m§mes neurones peuvent egalement etre utilises pour 
selectionner des agents, agissant au niveau de la croissance des 
5 neurites, et qui pourraient presenter un interet dans le cadre 
de strategies reparatrices , pour favoriser la repousse de 
neurones leses. 

Une autre application interessante des neurones obtenus par 
le biais du present procede, concerne leur utilisation pour 

10 cribler des agents susceptibles de presenter des proprietes 
neuroprotectrices, c'est a dire aptes a proteger les neurones 
d' agressions d'origines di verses, telles que, par exemple, 
celles issues de certains radicaux libres, ou celles faisant 
suite a un phenomena d^xcitotoxicite, de type glutamatergique 

15 ou autre. Par ailleurs les neurones obtenus peuvent etre 
utilises pour evaluer la neurotoxicite intrinseque de molecules 
a visee therapeutique susceptibles d'etre en contact avec le 
systeme nerveux central. lis permettent par consequent la 
selection d 1 agents potentiellement therapeutiques ne presentant 

20 pas de toxicite intrinseque pour les neurones du systeme nerveux 
central . 

D ' autre part, du fait de 1' absence de serum bovin au cours 
du procede, les cellules NT2 constituent egalement une solution 
extremement prometteuse pour produire des neurones pouvant etre 

25 utilises pour l'obtention de greffons permettant d'envisager en 
toute securite une transplantation dans de nombreuses 
pathologies, notamment les maladies neurodegeneratives, les 
accidents vasculaires cerebraux, les trauma tismes de la moelle 
epiniere et du cerveau, les pathologies de la retine ou de 

30 l'oreille interne. 

Enfin, un autre avantage important est defini par le fait 
que les cellules NT2 cultivees de la sorte ne donnent pas 
naissance aux astrocytes, ce qui elimine les eventuels problemes 
evoques de limitation de la croissance des neurones et de 

35 secretion de molecules modi fi ant de facon pejorative 
l'environnement des cellules greffees. 
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Bien que 1' invention ait ete decrite a propos d'une forme 
de realisation parti culiere , il est bien entendu qu'elle n'y est 
nullement limitee et qu'on peut y apporter di verses 
modifications de formes, de materiaux et de combinaisons de ces 
5 divers elements sans pour cela s' eloigner du cadre et de 
l'esprit de 1' invention. 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de production de neurones a partir de cellules 
d'une lignee cellulaire apte a se differencier pour produire 
notamment des neurones , dans lequel : 

- on cultive lesdites cellules en spheres, de preference en 
5 les exposant a des facteurs de croissance, tels que, par 

exemple, E6F (epidermal growth factor) et/ou bFGF (basic 
fibroblast growth factor) ou du LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor) , dans un milieu de croissance def ini , 

- on induit la differenciation desdites spheres en les 
10 faisant adherer sur un substrat, apres elimination des 

facteurs de croissance EGF et/ou bFGF ou LIF, et en les 
cultivant dans le milieu de croissance pendant un laps de 
temps approprie, 
caracterise en ce que l'on utilise les cellules de la lignee 
15 de teratocarcinome embryonnaire humain NT2 . 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que pour cultiver les cellules de la lignee de teratocarcinome 
embryonnaire humain (NT2) en spheres, 

- on dissocie des cellules de la lignee de teratocarcinome 
20 embryonnaire humain (NT2) cultivees en monocouches avec 

une solution de trypsine/EDTA (0,25%), 

- on ehsemence les cellules NT2, une fois dissociees, de 
preference a 100 000 cellules/ml dans des flacons de 
culture contenant le milieu de croissance, auquel est 

25 rajoute extemporanement les facteurs de croissance EGF 

et/ou le facteur de croissance bFGF ou le LIF, 

- on les laisse proliferer pendant une periode d'au moins 
sept jours. 

3) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 ou 
30 2, caracterise en ce que l'on utilise un milieu de croissance 

def ini depourvu de serum bovin. 

4 ) Procede selon 1 ' une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait qu'au cours de la periode 



WO 2005/028641 



15 



PCT/FR2004/050406 



de culture des cellules NT2 en spheres, l'on renouvelle 
regulierement une fraction du milieu de croissance. 

5) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce 
que l'on renouvelle tous les trois a quatre jours 70% du milieu 

5 de croissance. 

6) Procede selon l'une quelconque des re vendi cations 1 a 

5, caracterise par le fait qu'au cours de la periode de culture 
des cellules NT2 en spheres, l'on soumet regulierement les 
spheres NT2 en suspension dans le milieu de croissance a une 

10 centrifugation, et on les repique par dissociation mecanique, 
effectuee, par exemple, a l'aide d'une pipette Pasteur effilee. 

7) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

6, caracterise en ce que pour induire la dif ferenciation des 
spheres NT2 , l'on utilise de la poly-D-lysine (PDL) , de 

15 preference de faible poids moleculaire (par exemple 30kDa a 70 
kDa) , en tant que substrat apte a f aire adherer et dif ferencier 
les spheres de cellules NT2 . 

8) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

7, caracterise en ce que, pour entreprendre la dif ferenciation 
20 des spheres de cellules NT2, l'on ensemence ces dernieres sur le 

substrat adhesif sans les dissocier au prealable. 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce 
que l'on ensemence les spheres de cellules NT2 non dissociees de 
preference a 50 000 - 100 000 cellules/cm 2 en estimant leur 

25 nombre par comptage d'une aliquote. 

10) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
7, caracterise en ce que pour entreprendre la dif ferenciation 
des spheres de cellules NT2, l'on dissocie au prealable les 
spheres de cellules NT2 a 1'etat de cellules uniques avant de 

30 les ensemencer sur le substrat adhesif. 

11) Procede selon la revendication 10, caracterise en ce 
que l'on dissocie les spheres de cellules NT2 en les incubant 
pendant quelques minutes dans une solution de trypsine/EDTA 
(0,25%) puis en les exposant a une solution contenant 2mM de 

35 CaC12, 0,01% de DNase 1 et 0,5% d'inhibiteur de trypsine. 
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12) Procede salon l'une quelconque des revendications 10 
ou 11 , caracterise en ce que l'on etale les spheres de cellules 
NT2 dissociees de preference a 250 000 cellules/cm 2 sur le 
substrat adhesif, en estimant leur nombre par comptage d'une 
5 aliquote . 

13) Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedences, caracterise en ce que lors de la phase de 
differenciation des spheres NT2, l'on cultive ces dernieres 
pendant au xnoins dix jours. 

10 14) Procede selon l'une quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que prealablement a la phase de 
differenciation, l'on congele les spheres de cellules NT2 
entieres (sans aucune dissociation pr salable) dans un milieu de 
congelation, defini par le milieu de croissance NS dans lequel 

15 elles ont pousse (milieu conditionne) , enrichi par la presence 
de 10% de Dimethyl Sulfoxyde (DMSO) , puis on les decongele dans 
un milieu de decongelation defini par un melange comprenant de 
preference 50% en volume du milieu conditionne et 50% en volume 
du milieu de croissance NS neuf, en presence des facteurs de 

20 croissance bFGF et/ou EGF ou LIF. 

15) Utilisation des neurones issus de la mise en ceuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, pour 
l ! obtention de greffons destines a etre implantes dans le cadre 
du traitement de certaines pathologies, notamment des maladies 

25 neurodegeneratives, des accidents vasculaires cerebraux, des 
traumatismes de la moelle epiniere et du cerveau, des maladies 
de la retine ou de 1'oreille interne. 

16) Utilisation des neurones issus de la mise en ceuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, pour 

30 la selection d' agents, tels que des molecules et/ou des facteurs 
proteiques, susceptibles d'intervenir dans la differenciation 
des cellules souches neurales. 

17) Utilisation des neurones issus de la mise en ceuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, pour 

35 la selection d» agents, tels que des molecules ou des facteurs 



WO 2005/028641 



17 



PCT/FR2004/050406 



proteiques, susceptibles de participer au processus de 
croissance des neurites. 

18) Utilisation des neurones issus de la raise en oeuvre du 
procede selon I'une quelconque des revendi cations 1 a 14, pour 

5 la selection d' agents susceptibles de presenter des proprietes 
neuroprotectrices . 

19) Utilisation des neurones issus de la raise en ceuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, pour 
la selection d' agents potentiellement therapeutiques ne 

10 presentant pas de toxicite pour les neurones du systeme nerveux 
central . 
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